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Возбудитель бактериальной пятнистости культур семейства Cucurbitaceae, 
A .citrulli представляет собой потенциальную угрозу производству продук­
ции тыквенных культур на территории Российской Федерации, в связи с чем 
в 2017 году бактерия была включена в перечень карантинных для нашей стра­
ны объектов. Наиболее вероятный путь проникновения бактерии на террито­
рию РФ  -  импорт семян [1].
В настоящий момент при создании лабораторной пробы опираются на сле­
дующие источники:
одного зараженного семени достаточно, чтобы отклонить партию, со­
стоящую из 30000 семян [2]. Таким образом, чтобы найти зараженное семя, 
необходимо воспринимать всю партию как образец;
-  поступивший в лабораторию образец следует разделять минимум на 2 
повторности, каж дая из которых содержит максимум 5000 семян [3]. Мини­
мальное число семян в повторности не указано, что зачастую ставит исследо­
вателя в тупик. Кроме того, нет параметров определения репрезентативной 
выборки от партии;
-  для проведения исследований необходимо минимум 10000 семян [3]. 
Масса навески из 5000 семян, в зависимости от культуры, может сильно ва­
рьировать (от 120 г для Cucumis sativus  до 1000 г для Cucurbita maxima) [4]. 
Помимо убыточности такого исследования для производителя семян, следует 
отметить, что чем больше объем семян в повторности, тем сложнее может быть 
процесс формирования лабораторной пробы.
Исходя из вышеописанных проблем, была поставлена задача: определить 
размер минимальной репрезентативной выборки, позволяющей с высокой веро­
ятностью диагностировать A .citrulli в семенах.
В процессе решения данной задачи на основании проведенных исследова­
ний были сформулированы следующие выводы:
-  так как основным для выявления и идентификации A .citrulli в семенах 
является метод полимеразной цепной реакции (П Ц Р), ключевую роль играет 
не возможное количество зараженных семян в партии, а степень заражения 
этих семян. Такой вывод сделал затруднительным поиск подходящей матема­
тической формулы, позволяющей достоверно определить объем репрезентатив­
ной выборки;
-  принимая, что в партии очень низкий процент зараженных семян (на­
пример, 0,0033%, что соответствует одному зараженному семени в партии, со­
стоящей из 30000 семян), подготовка лабораторной пробы из 5000 семян, даже 
для мелкосеменных культур, покажет результат обнаружения на пределе чув­
ствительности метода ПЦР, причем с вероятностью менее 17 %;
фактически объем семян для проведения анализа, поступающий в ла­
бораторию, всегда разный (от 10 семян; в редких случаях партия так велика, 
что производитель может позволить себе отдать на исследование 10000 штук);
-  важную роль в исследовании играют параметры лабораторного обо­
рудования. Например, для концентрирования бактериальных клеток исполь­
зуются емкости, вмещающие до 50 мл жидкости. Замачивание 1000 г семян 
в 2000 мл буфера и последующий отбор 50 мл для концентрирования сопря­
жен с риском потерять целевые клетки.
В связи с большим количеством факторов, влияющих на определение опти­
мального объема выборки, поставленная задача все еще находится на стадии 
решения. Кроме того, схожие проблемы существуют и в диагностике других 
заболеваний, передающихся семенами.
Диагностику A .citru lli в семенах рекомендуется проводить следующим об­
разом: сформировать две навески семян массой до 25 г (если масса посту­
пивших для исследования семян 25 г и менее, формируется одна навеска). 
Добавить фосфатно-солевой буфер (PBS) [3] в соотношении 2:1, шейкировать 
20-24 часа при низких оборотах (до 90 об/м ин). Очистить весь экстракт 
от крупных частиц с помощью бумажного фильтра «синяя лента», размер пор 
3~5 мкм. Центрифугировать при 10000 об/м ин  15 минут при 4 °С. Слить 
супернатант, ресуспендировать осадок в 1 мл PBS. 200 мкл использовать для 
выделения Д Н К , остальное хранить при —18... -  22 °С с добавлением 1-2 ка­
пель глицерина.
Выделение Д Н К  проводить любым способом, подходящим для бактериаль­
ных клеток, в том числе используя коммерческие наборы в соответствии с ин­
струкцией производителя. Рекомендуется использовать ручной способ выде­
ления набором фирмы ЗАО «АгроДиагностика» «Проба-ГС», так как данный 
набор обеспечивает наибольшую чувствительность метода ПЦР, являясь при 
этом простым в использовании.
Для идентификации методом ПЦР в режиме «реального времени» реко­
мендуется использовать тест-систему с праймерами Acit 1 F /R  и зондом Acit 
1-probe [5] в сочетании с готовым мастер-миксом фирмы ЗАО «Диалат» 5Х 
M asCFETaqMIX-2025. Также можно использовать готовые ПЦР-наборы фирм 
ЗАО «Синтол» или ЗАО «АгроДиагностика».
Все тест-системы на основе П ЦР в режиме реального времени могут по­
казывать ложноположительные реакции примерно в одном случае из 25. Это 
предположительно связано с бактериями, входящими в состав сопутствующей 
микрофлоры. Такие образцы рекомендуется проверять методом классической 
ПЦР с праймерами SEQ ID 3 /4  [6] в сочетании с готовым ПЦР-миксом фирмы 
ЗАО «Диалат» 5Х MasDDTaqMIX -2025, а также использовать культураль­
но-морфологический метод с последующим подтверждением выделенных ко­
лоний методом ПЦР.
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